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Un approccio peculiare alla scienza della longevità è il modello naturale dei 
centenari. 
Gli studi condotti su questo genere di popolazione sono particolarmente 
interessanti perché offrono la possibilità di conoscere i fattori critici che 
portano all’invecchiamento con successo. Si tratta infatti di una popolazione 
che è omogenea per longevità, intendendo con questo termine una lunga vita 
indipendentemente dalla sua qualità. 
La progettazione e la successiva realizzazione di uno studio genetico non è 
privo di ostacoli e barriere, sia dal punto di vista organizzativo (ricerca dei 
centenari e loro validazione tramite documenti ufficiali) sia perché viviamo in 
una società multietnica. 
La Sardegna ha tutta una serie di sue caratteristiche che la rendono unica 
per uno studio di popolazione di questo tipo, che si sta realizzando  presso 
l’Università degli Studi di Sassari, attraverso il Progetto AKeA, acronimo 
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2. L’INVECCHIAMENTO: REVIEW 
 
I dati riportati in letteratura indicano che la longevità umana potrebbe essere 
correlata con l’ottimale funzionamento del sistema immunitario. 
Quindi uno dei determinanti genetici della longevità potrebbe risiedere in 
quei polimorfismi che regolano la risposta immune. 
In accordo con ciò, studi effettuati sui topi hanno suggerito che il complesso 
maggiore di istocomapatibilità (MIIC), noto per controllare una varietà di 
funzioni immuni, è associato con la durata della vita. 
Negli ultimi venticinque anni, molti studi che ricercavano  il ruolo del gene 
HLA, (l’umano MIIC) nella longevità umana, hanno confrontato le frequenze 
alleliche tra gruppi di giovani e persone anziane. 
I dati pubblicati, tuttavia, presentano alcune conflittualità. 
Infatti lo stesso antigene HLA in alcuni studi figura incrementato, in altri 
diminuito ed in altri ancora rimane invariato. 
La longevità, quindi, è associata con una selezione positiva o negativa di 
alleli (o aplotipi) che, rispettivamente, conferiscono resistenza o suscettibilità 
alle malattie mediante il controllo delle risposte immuni attraverso  
l’espressione di peptici o antigeni non specifici. 
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L’invecchiamento è un processo che cambia le performance di molti sistemi 
fisiologici ed incrementa la suscettibilità alle malattie o alla morte. 
Si ritiene che con l’invecchiamento si abbia una disregolazione del sistema 
immune che contribuisce alla morbilità o mortalità nell’uomo, data la grande 
incidenza di infezioni e tumori; anche i fenomeni autoimmuni sono coinvolti 
nelle malattie correlate con l’età, come l’aterosclerosi. 
Un punto cruciale è strettamente correlato con i cambiamenti delle funzioni 
delle cellule T. Infatti la funzione di queste ultime è alterata sia “in vitro” che 
“in vivo”, come evidenziato nel confronto fra l’anziano ed il gruppo di giovani 
controlli, portando ad uno stato definito “immunosenescenza”. 
In accordo con ciò, diversi studi hanno suggerito una positiva associazione 
tra il buon funzionamento “in vitro” delle cellule T ed individui longevi. 
Recenti studi effettuati negli uomini molto longevi, suggeriscono che la 
sopravvivenza di essi sia prevedibile sulla base di singoli parametri 
piuttosto che come gruppi di essi. 
Tutto ciò indica che un globale buono stato di conservazione delle funzioni 
immuni è associato con la longevità estrema. 
Sotto questa prospettiva, i centenari sono il miglior esempio di longevità ed 
invecchiamento con successo, poiché essi si sono sottratti alle maggiori 
malattie correlate con l’età e si sono spinti oltre il limite della vita umana. 
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Attualmente numerosi studi sono rivolti ad analizzare il ruolo del network 
delle citochine nella risposta immunitaria e nella protezione o suscettibilità 
ad una varietà di malattie. 
Si può ipotizzare che questi sistemi giochino un ruolo importante 
nell’invecchiamento e che particolari polimorfismi delle citochine possono 
essere rappresentati differentemente nelle persone selezionate per longevità 
come i centenari.  
In particolare lo studio dei polimorfismi delle citochine e dei loro prodotti può 
essere utile nel verificare il loro ruolo importante nella regolazione della 
risposta infiammatoria,  come è stato dimostrato per alcune interluchine. 
Alcuni studi hanno dimostrato che  difetti strutturali o regolatori nei geni TNF 
possono contribuire alla patogenesi delle malattie associate con MHC, 
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3. IL PROGETTO AKEA: I CENTENARI SARDI 
 
I centenari sono eccezionali individui, che mediante un meccanismo ancora 
non chiarito, hanno sviluppato un livello di omeostasi biologica che è 
compatibile con il mantenimento della vita per un’eccezionale periodo di 
tempo. 
I dati attuali suggeriscono che questa estrema longevità non risulta dalla 
carenza di stimoli ambientali potenzialmente danneggianti, ma è il risultato 
attribuibile ad una speciale capacità dell’individuo di adattarsi e far fronte 
alle minacce degli agenti interni ed esterni. 
Studi effettuati su gemelli anziani suggeriscono che le componenti genetiche 
non spiegano più del 25% della variabilità nella longevità. 
Tuttavia la vera percentuale è probabilmente più alta; infatti i dati usati per 
valutare queste valore si riferiscono ad un numero esiguo di coppie di gemelli 
con età oltre gli 85-90 anni. 
Dott.ssa Maria Elena Sini  Polimorfismi genetici dell’interleuchina 1 e dell’interleuchina 6 nella popolazione 
sarda con particolare riferimento alle fasce di età avanzata Proteomica, Metabolomica, 




I ricercatori probabilmente valutarono la componente genetica dei disordini 
che causano  una significativa mortalità al di sopra dell’aspettativa di vita. 
Al contrario, la vera longevità, è il risultato di interazioni particolarmente 
favorevoli fra background genetico, ambiente e stile di vita. 
Inoltre, i centenari potrebbero essere considerati come degli individui  con 
risorse personali che riducono la loro suscettibilità agli insulti senza 
riferimento ad uno specifico ambiente. 
La capacità di sopravvivere è in parte indipendente dalla capacità di 
mantenere salute e funzioni perfette; in realtà una sostanziale percentuale 
di individui centenari ha sperimentato un periodo di tempo relativamente 
lungo, oltre le aspettative di vita, di salute cagionevole e impedimenti fisici. 
La parziale indipendenza della probabilità di sopravvivenza dalle funzioni 
fisiche e mentali, fa in modo che sia difficile identificare i fattori associati 
all’eccezionale longevità e invecchiamento con successo. 
Quest’ambito può essere verificato soltanto selezionando uno studio di 
popolazione con grande attenzione, così che la variabilità nei fattori 
ambientali e genetici sia minimizzata. 
Data la lunga storia di isolamento dalle altre popolazioni e bassa 
immigrazione, il pool genico sardo può essere considerato come molto 
stabile. Insieme ad uno stile di vita relativamente uniforme in tutta l’isola, 
queste caratteristiche danno alla Sardegna un particolare vantaggio nello 
studio dei centenari. 
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In effetti, le caratteristiche della popolazione di riferimento, la scelta di 
studio dell’intera popolazione dei centenari che vivono in una ben delimitata 
area geografica, si configura come un ipotetico modello di ricerca. 
In particolare lo studio del DNA dei sardi potrebbe essere d’aiuto svelando i 
fattori che contribuiscono alla longevità umana e alla eterogeneità dei 
centenari.  
Il maggior problema che ogni studio sulla longevità deve affrontare è il 
confronto  con le differenze storiche, culturali e antropologiche, sebbene 
interessanti risultati emergano dalla semplice descrizione di uno studio di 
popolazione confrontato  con altri dati italiani e internazionali. 
La popolazione dei centenari si è incrementata abbastanza rapidamente 
nell’ultimo decennio. La prevalenza dei centenari nella popolazione sarda è 
di 22 ogni 100.000 abitanti. 
Il rapporto femmine/maschi è di 2:1 e si arriva quasi ad 1/1 nelle zone 
centrali ed è sostanzialmente più basso confrontato con i valori riportati in 
altre realtà; per esempio la percentuale dei maschi centenari in Sardegna è 
tripla di quella della Danimarca. E’ qui che la Sardegna diventa diversa dal 
resto del mondo. 
E’ un dato particolare, se si considera che nel resto del mondo questo valore 
è pari a 6/1. 
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Questo inusuale rapporto femmine/maschi si deve attribuire a dei fattori che 
promuovono la longevità negli uomini sardi oppure riducono la longevità 
nelle donne sarde? 
Ancora questi fattori non sono noti. 
Una particolare selezione genetica probabilmente causata dalla malaria che 
consiste nella carenza di un segnale chimico, è tra gli elementi che 
contribuiscono a creare l’eccezionale fenomeno di longevità. 
L’enzima G6PD è carente in misura superiore nei centenari rispetto alla 
popolazione normale.  
AKeA è acronimo di  “A Kent’Annos”, affermazione diffusa in tutta la 
Sardegna che augura una lunga vita,  oltre cent’anni. 
Il progetto AKeA studia  da oltre dieci anni il fenomeno della longevità nel 
territorio sardo, regione nella quale sono presenti costantemente 22 
centenari ogni 100.000 abitanti.  
Il progetto AKeA è basato sulla metodologia della certificazione: si studiano 
soltanto gli individui in possesso di documentazione ufficiale e le persone in 
vita che sottoscrivono il consenso informato e accettano la visita a domicilio 
dei ricercatori dell’ Università di Sassari.  
Tale studio viene effettuato da un team di ricerca costituito da  demografi, 
medici, biologi, ognuno con un compito preciso.  
I demografi si occupano di effettuare una ricerca dei centenari nati in 
Sardegna,  richiedendo agli Uffici dell’ anagrafe dei Comuni, certificato di 
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nascita, di residenza e di eventuale decesso, si occupano inoltre della 
costruzione degli alberi genealogici della famiglia cui i centenari o 
supercentenari appartengono.  Parallelamente a questo,  i medici e i biologi 
si occupano di effettuare la compilazione di una  cartella clinica per ogni 
centenario arruolato che se sottoscrive il consenso scritto viene sottoposto a 
prelievo di sangue. 
Successivamente il campione viene utilizzato sia  per analisi biochimico-
cliniche che per la ricerca di genomica, proteomica, metabolomica e di 
biologia molecolare. 
Il gruppo di ricerca AKeA a tutt’oggi  ha raccolto la certificazione di oltre 
1800 centenari vissuti e viventi in Sardegna  consultando sia gli archivi dei 
Comuni che riportano certificazioni a partire dal 1886, sia gli archivi 
Parrocchiali i quali consentono di attingere a documenti datati sino al 1500. 
I ricercatori del gruppo AKeA dispongono di un “Laboratorio mobile della 
longevità” arredato ed equipaggiato con strumenti analitici per indagini 
biochimico-cliniche, che si reca nei 377 Comuni della Sardegna per studiare 
oltre i centenari, i novantacinquenni, i novantenni, gli ottantenni ed una 
popolazione di controllo. 
Nei prossimi mesi si arriverà ad avere oltre 2000 centenari certificati e tra 
questi  n° 6 supercentenari (persone che hanno superato i 110 anni di vita)  
nati in Sardegna: Antonio Todde, nato a Tiana il 22 Gennaio 1889 e morto a 
Tiana il 3 Gennaio 2002 (età 112 anni 346 giorni); Giovanni Frau nato a 
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Orroli 29 Dicembre 1890 e morto ad Orroli 19 Giugno 2003 (età 112 anni 
172 giorni); Pasquale Frasconi nato a Luogosanto 12 Novembre 1893 e 
morto ad Aglientu il 16 Marzo 2004 (età 110 anni e 125 giorni); Giuseppa 
Spolitu Sanna nata a Berchidda il 12 Settembre 1883 e morta a Berchidda 
16 Ottobre 1993 (età 110 anni e 34 giorni); Teresa Cesarini nata a Cagliari il 
19 Giugno 1894 e morta nel Lazio il 16 Gennaio 2005 (età 110 anni e 215 
giorni); Giuseppina Deidda nata a Birori il 25 Gennaio 1900 e attualmente 
vivente e residente a Birori (età 110 anni e auguriamo ancora molti giorni di 
vita) 
I 6 supercentenari sardi sono conteggiati nei 42 supercentenari italiani 
compresi nei 984 mondiali riconosciuti dal Gerontology Research Group. I 
centenari vissuti e viventi in Sardegna sono compresi in più di 900 cognomi; 
per esempio i Deidda (cognome della supercentenaria in vita) in Sardegna 
sono 4692 e nella graduatoria dei centenari sono al 28mo posto con n°8 
centenari (3 viventi e 5 deceduti) in un elenco decrescente: in questo elenco il 
primo posto spetta ad un cognome X che ha 23 centenari (tra vivi e morti) in 
Sardegna, con questo cognome vivono 24587 persone sarde. 
Lo studio dei cognomi sardi in rapporto ai centenari certificati elencati 
nell’”Archivio della Longevità” (ad oggi oltre 1800 certificati) compilato dai 
ricercatori del progetto AKeA indica come fattore primario il carattere 
genetico come responsabile della longevità. 
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Il “caso Sardegna” viene considerato alla stregua di altri paesi del mondo 
(es. Abkhazia nella Georgia sovietica, il villaggio di Vilcabamba in Ecuador, 
la popolazione Hunza in Pakistan e l’isola giapponese di Okinawa) dove 
esagerazioni nel riportare l’età di individui molto anziani sopratutto se 
maschi non sono state rare e non lo sono ancora; da sottolineare la non 
verità dei dati giapponesi ultimamente all’attenzione della stampa mondiale. 
In Sardegna ed in particolare nell’area centrale della Sardegna, con una 
popolazioni di 200-300mila abitanti, la mortalità maschile dopo gli 85 anni è 
addirittura inferiore a quella femminile.  
Nello studio AKeA l’età dei centenari è stata validata confrontando le 
informazioni di almeno due fonti: i i registri  conservati negli uffici anagrafe 
dei comuni ed i registri battesimali (Quinque Libri) conservati presso le 
Parrocchie o gli archivi diocesani.  
Anche i fattori culturali sono importanti: stile di vita, tipo di alimenatzione, 
lavoro hanno la loro importanza. Inoltre quasi tutti i centenari  ha sempre 
condotto una vita attiva ed una alimentazione semplice e naturale. 
I centenari provengono in generale da famiglie longeve, ma questo non basta 
a spiegare l’aumento del numero di centenari che si registra in questi anni. Il 
miglioramento delle condizioni di vita e l’assistenza sanitaria hanno 
sicuramente giocato un ruolo importante favorendo la sopravvivenza di 
quegli individui che erano geneticamente predisposti ad avere una lunga 
vita. 
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L’originalità dello studio risiede nella possibilità di testare l’ipotesi di una 
associazione tra alcuni geni e la longevità in una popolazione quale quella 
sarda che ha caratteristiche genetiche differenti dalla maggior parte delle 
popolazioni caucasiche. 
La longevità umana è attualmente oggetto di numerosi studi in tutti i paesi 
occidentali. I dati demografici mettono in evidenza un progressivo 
invecchiamento della popolazione mondiale anche a causa della diminuzione 
della natalità e dell’aumento dell’età media, dovuta alla costante 
miglioramento delle condizioni socio sanitarie.  
Fra gli individui oggetto di studio nel Progetto AKea rientra al Sig. Antonio 
Todde di Tiana che ha ottenuto il primato dell’uomo più vecchio del mondo 
attestato dal Guinnes World Record 2001. È stato il più anziano uomo 
vivente la cui età sia stata certificata attraverso la consultazione dei 
documenti anagrafici originali e dei certificati di battesimo in possesso degli 
archivi parrocchiali. Tale primato è stato rivendicato da altri ma finora 
nessuno tranne il sig. Todde era stato in grado di produrre la 
documentazione necessaria. La donna più longeva attualmente validata è 
invece la francese Jeanne Calment deceduta il 4 Agosto 1997 all’età di ben 
122 anni. 
Al momento della convalida al Guinnes World Record 2001 il Todde era 
vedovo da 11 anni, accudito dalle figlie Laura (79 anni) ed Angela (76 anni). 
Aveva una cugina anch’essa centenaria; suo padre era morto a 90 anni e 
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sua madre a 99, mentre la sorella ancora vivente aveva 97 anni. La sua 
dieta era basata sulla pasta e sulle minestre di verdura, mangiava carne di 
maiale o di agnello e tutti i giorni  beveva un bicchiere e mezzo di vino rosso. 
Durante la vita camminava lungamente a piedi ed evitava l’automobile; 
lasciò la Sardegna solo una volta per fare il militare, è stato ferito da una 
granata durante la I° Guerra Mondiale, nel 1920 sposò la 25enne 
Mariantonia da cui ebbe due figli e tre figlie. 
La prima volta che Todde vide un televisore fu a Nuoro nel ’54 e faceva 30 
miglia ogni notte per vedere quelle strane creature danzanti. All’età di 110 
anni, un po’ sordo e con un leggero tremito alle mani, ammetteva di 
stancarsi facilmente e la sua memoria di tanto in tanto lo tradiva e si sentiva 
irritato; i familiari dovevano aiutarlo a salire le scale e metterlo a letto. I 
ricercatori di Sassari hanno attribuito la sua longevità a fattori genetici, alla 
dieta sarda ed al contesto socio familiare.  
 
4. I PROCESSI INFIAMMATORI: LE CITOCHINE 
 
Le citochine sono una classe eterogenea di proteine secretorie prodotte da 
vari tipi di cellule, ed hanno la funzione di condizionare il comportamento di 
altre cellule-specifiche verso cui sono indirizzate. Si comportano quindi da 
"mediatori" tra le diverse cellule. 
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La fase effettrice dei meccanismi aspecifici di difesa e dell’immunità mediata 
da T linfociti nei confronti di organismi estranei, come batteri e virus, è in 
gran parte mediata da queste proteine con azione di tipo ormonale, prodotte 
soprattutto dai linfociti T e dai macrofagi. 
Esse costituiscono anche il linguaggio molecolare per la comunicazione tra le 
diverse cellule del sistema immunitario e tra queste e altri sistemi. 
Le citochine prodotte dai macrofagi sono chiamate anche monochine, quelle 
prodotte dai linfociti linfochine, mentre quelle dotate di proprietà 
chemiotattica sono denominate chemochine.  La nomenclatura attuale, 
considerando che la maggior parte di esse è prodotta e agisce sui leucociti, 
le ha definite Interleuchine, contrassegnandole con la sigla IL seguita da un 
numero progressivo man mano che vengono scoperte. Tra le interleuchine 
sono comprese anche le citochine non prodotte dai leucociti e che non 




4.1 CARATTERISTICHE GENERALI DELLE CITOCHINE 
Si tratta di una famiglia di molecole molto eterogenee, in cui possiamo però 
identificare alcune caratteristiche comuni: 
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 Sono molecole prodotte essenzialmente durante la fase di attivazione 
e durante la fase effettrice sia dell'immunità naturale che di quella 
specifica.  
 Alla pari di altri ormoni peptidici, esercitano la loro attività legandosi a 
specifici recettori presenti sulla superficie delle cellule bersaglio. La 
cellula bersaglio può essere la stessa produttrice (attività autocrina), 
una cellula vicina (attività paracrina) o, come nel caso di altri ormoni, 
una cellula lontana (attività endocrina).  
 I recettori per le citochine hanno un’affinità molto elevata. La loro 
espressione è regolata da specifici segnali esterni alla cellula, in 
genere costituiti dalla stessa o da altre citochine; o nel caso dei 
linfociti dal riconoscimento dell’antigene. 
 La secrezione delle citochine è un fenomeno breve ed autolimitato: non 
sono accumulate in granuli come molecole preformate, ma prodotte “de 
novo” in seguito allo stimolo. 
 Numerose citochine sono prodotte da diverse linee cellulari ed 
agiscono su tipi cellulari diversi (pleiotropismo). 
 L’attività delle citochine è ridondante (diverse citochine possono avere 
la stessa azione biologica). 
 Molte citochine agiscono come regolatrici della divisione e della 
differenziazione cellulare. 
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 Due citochine possono interagire tra di loro antagonizzandosi, avere 
effetto additivo o effetto sinergico (un risultato maggiore della somma 
degli effetti di ciascuna delle due). 
 
4.2 CLASSIFICAZIONE FUNZIONALE 
II gruppo delle citochine comprende una ventina di molecole. La 
classificazione che viene qui presentata è assai precaria e provvisoria, dato 
la gran mole di dati che su questo argomento si accumulano continuamente. 
 
1. MEDIATORI DELL’IMMUNITA’ INNATA  
Ovvero quelle che sono anche considerate "Citochine Infiammatorie", 
prodotte principalmente da fagociti mononucleati per potenziare o 
inibire le reazioni infiammatorie. Esse sono: TNF-, IL-1, IL-6, IL-12, 
IL-15, chemochine, IFN-. 
 
2. MEDIATORI DELL’IMMUNITA SPECIFICA 
Ovvero le "Citochine Immunitarie", prodotte soprattutto da linfociti T in 
risposta ad un riconoscimento antigenico specifico, per stimolare e 
sfruttare al massimo le risposte infiammatorie. Esse sono:  IL-2, IL-4, 
TGF-, IFN-, LT, IL-5 
 
3. FATTORI DI CRESCITA DEL SISTEMA EMATOPOIETUCO 
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Ovvero i "Fattori di crescita Emopoietici". Essi sono: SCF, GM-CSF, M-
CSF, G-CSF, IL-3, IL-7. 
I recettori per le citochine a loro volta possono essere raggruppati in 5 
famiglie, in base all’omologia strutturale tra i domini extracellulani.  
Alcune proteine recettoriali sono membri della super-famiglia delle 
immunoglobuline, altre fanno parte della categoria dei recettori 
ematopoietici, altri ancora sono membri del gruppo dei TNF ed infine un 
gruppo appartiene alla famiglia dei recettori delle chemochine. Ciascuna 
famiglia recettoriale è diversa dalle altre, e ciascun membro all’interno di 
una famiglia è una variante proteica con caratteristiche strutturali proprie e 
capace di indurre una determinata funzione nella cellula che lo espone. 
Nella famiglia del recettori ematopoietici la catena  spesso è responsabile 
per la specificità di legame con la citochina, mentre la catena  trasferisce il 
segnale alla cellula. 
Nel gruppo dei TNF i ligandi possono rimanere associati alla membrana 
piuttosto che essere secreti. Alcune di queste molecole fungono da modelli 
anche per altri sistemi biologici.  
I recettori per le citochine costituiscono un buon esempio di come la natura 
agisca come un “bricolier” (non butta niente, e utilizza gli avanzi come pezzi 
di ricambio): ogni molecola complessa costruita viene impiegata, magari 
assemblata in altro modo, per tanti altri scopi oltre quello principale. 
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4.3  MEDIATORI DELL’IMMUNITA INNATA 
Fattore di necrosi tumorale (TNF) 
Il TNF, come altri mediatori dell'immunità innata, può essere visto sotto un 
duplice aspetto per l'organismo, in quanto innesca un circolo chiuso in cui 
partendo dal danno del tessuto come stimolo per produrre citochine, queste 
generano una risposta infiammatoria, che "aggrava" ulteriormente il danno, 
e il ciclo ricomincia. 
Prodotto dai fagociti mononucleati attivati (soprattutto dal lipopolisaccaride,  
LPS), ma anche da linfociti T attivati, cellule NK (natural killer) e mastociti. 
E’ l’anello di congiunzione principale tra immunità ed infiammazione; il 
principale mediatore della risposta dell’ospite nei confronti dei batteri Gram 
negativi, ma probabilmente agisce anche nella risposta ad altri patogeni. E’ 
il responsabile di molte manifestazioni sistemiche che spesso complicano le 
infezioni. Possiede due distinti recettori: 
TNF-RI che determina l’attivazione dell’apoptosi e in minor misura 
attivazione dei fattori di trascrizione; TNF-RfI attiva fattori di trascrizione. 
Principali attività biologiche: 
 Attività locali (l’affinità per il suo recettore è insolitamente bassa per 
una citochina: Kd circa 10-9) 
 Induce nelle cellule endoteliali l’espressione di molecole di adesione 
capaci di ancorare inizialmente i neutrofili, successivamente linfociti e 
monociti. 
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 Stimola le cellule endoteliali e i macrofagi a secernere chemochine ad 
azione chemiotattica sui leucociti. 
 Stimola i fagociti mononucleati alla produzione di IL-I, IL-6 
 Costimolatore delle cellule B 
 Induce sintesi G-CSF 
 Effetto antivirale simile a IFN → aumenta espressione molecole MHC I 
classe. 
 Induce l’apoptosi su alcuni tipi cellulari 
 
Attività generali (a concentrazioni particolarmente elevate da 
svolgere azione endocrina) 
 pirogeno endogeno insieme all’IL-l (aumento sintesi prostaglandine da 
parte delle cellule ipotalamiche, inibita da aspirina) 
 stimolo insieme all’IL-1 e IL-6 sugli epatociti per la produzione delle 
proteine della fase acuta 
 inibizione della replicazione delle cellule midollari 
 cachessia (soppressione appetito, soppressione sintesi lipoprotein 
lipasi, aumento catabolismo) 
 diminuisce contrattilità del miocardio e il tono della muscolatura 
vascolare 
 aumenta espressione da parte degli endoteliociti del “fattore 
tissutale”, potente attivatore della coagulazione con conseguente 
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coagulazione intravascolare. La necrosi tumorale provocata dal TNF è 
dovuta principalmente a questo meccanismo. 
A concentrazioni molto elevate induce shock settico con collasso 
cardiovascolare, coagulazione intravascolare disseminata e alterazioni 
metaboliche. 
Molte delle azioni del TNF sono amplificate dalla contemporanea azione del 
IFN .  
Studi recenti hanno dimostrato che l'inoculazione di TNF può praticamente 
sostituire l'LPS sia nella Reazione Sistemica che Locale di Schwartzman. 
Infatti, anticorpi anti-TNF conferiscono protezione anche verso LPS. Quindi 
TNF è considerato il mediatore centrale del danno tissutale indotto da LPS. 
Nella Figura 1 viene mostrata la produzione a cascata durante 
l’esperimento. 
 
Produzione a cascata di citochine proinfiammatoie nella Reazione  di   
Schwartzman. 
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STRUTTURA DEL TNF:  
E' prodotto da un singolo gene localizzato sul cromosoma 6 (6p21) (Fig. 2) 
dentro al locus per l'MHC, che contiene 3 regioni che codificano per le tre 
classi (I, II e III) di proteine HLA. Il TNF- è localizzato nella zona centrale 
che contiene i geni per le proteine di classe III.  
Viene sintetizzato come omotrimero e successivamente clivato 
proteolicamente (Fig. 3) ed immesso in circolo. Si lega al suo recettore (in 
realtà ce ne sono due) che ha affinità un po’ bassa (10-9), tuttavia il TNF 
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Cromosoma 6 Homo sapiens (da GeneBank). 
Interleuchina- 1 
Storicamente, l’IL-1 è stata “scoperta” tante volte, secondo ciascuna delle 
sue molteplici azioni: il mediatore endogeno della febbre, lo stimolo della 
risposta della fase acuta, il riassorbimento della cartilagine e 
dell’indebolimento muscolare nelle malattie infettive. Solo recentemente tutti 
questi effetti sono stati attribuiti ad un singolo mediatore, l’IL-1.  
L’IL-1 (Fig. 4) è una glicoproteina (PM 17 kD) codificata da due geni, che 
danno origine a due proteine differenti solo per il punto isoelettrico,  e . 
Le due proteine presentano il 30% di omologia, ma agiscono sullo stesso 
recettore:  
 P80: IL-1 RT 1 (recettore di tipo I) che ha un’affinità lievemente 
maggiore per IL-1  che per IL-1 , è espresso da linfociti T, fibroblasti, 
epatociti e cellule endoteliali e rappresenta il principale recettore per le 
risposte mediate da IL-1. Esso trasduce tutti gli effetti della IL-1. 
 P68: IL-1 RT 2 (recettore di tipo 2) che ha un’affinità lievemente 
maggiore per IL-1  ed è presente sulla membrana dei linfociti B, 
monociti, macrofagi e neutrofili. E’ un recettore fasullo, una sorta di 
“specchietto per le allodole” che compete con il vero recettore.  
Gran parte dell’attività biologica della citochina IL-1 è data da IL-1  che si 
lega appunto al recettore di tipo I, il quale è in grado di trasdurre il segnale. 
IL-1  può legarsi anche al recettore di tipo II che però non è in grado di 
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trasdurre il segnale e funziona sottraendo IL-1  dal legame col recettore di 
tipo I. 
 Vi è poi una terza molecola, prodotta dai fagociti mononucleati, 
strutturalmente omologa a IL-1 (e quindi in grado di legarsi ai suoi stessi 
recettori), ma funzionalmente inattiva. Essa agisce quindi da inibitore 
competitivo di IL-1 e viene detta IL-1 RA (cioè IL-1 Receptor Antagonist). 
A differenza del TNF-, l’IL-1 non provoca danno tissutale (sebbene sia 
secreta in risposta all’LPS), non è letale non sostituisce TNF nella reazione di 
Shwartzman, non uccide le cellule tumorali, non aumenta l’espressione di 
molecole MHC I,  potenzia, anziché sopprimere l’azione dei CSF sul midollo, 
quindi stimola la replicazione delle cellule staminali midollari, è più potente 
come stimolo per le cellule T. 
 I geni per Ia IL-1 sono stati clonati e le proteine vengono ottenute con 
ingegneria genetica. 
Diversi tipi di cellule sono capaci di produrre IL-1: oltre che i macrofagi, la 
producono cheratinociti, neutrofili, cellule mesangiali renali, epitelio corneale, 
linfociti B stimolati, LGL, fibroblasti e cellule endoteliali, così che questa 
citochina può essere prodotta da sorgenti locali, anche in assenza di densi 
infiltrati macrofagi. 
Principali attività biologiche: 
 induzione alla proliferazione di timociti in presenza di mitogeni (PHA, 
ConA) 
Dott.ssa Maria Elena Sini  Polimorfismi genetici dell’interleuchina 1 e dell’interleuchina 6 nella popolazione 
sarda con particolare riferimento alle fasce di età avanzata Proteomica, Metabolomica, 




 induzione proliferazione di fibroblasti 
 induce nelle cellule endoteliali l’espressione di molecole di membrana 
in grado di mediare l’adesione dei leucociti 
 ad alte concentrazioni esplica un’azione endocrina come i TNF: 
pirogeno endogeno, induce sintesi proteine della fase acuta, genera 
cachessia 
 induzione alla produzione di IL-2 nei linfociti T helper 
 agisce in sinergia ad altre interleuchine nell’indurre proliferazione dei 
B linfociti 
Le azioni dell’IL-1, IL-6 e TNF sono molto simili nonostante agiscano su 
recettori completamente diversi; la spiegazione di questo fenomeno 
risiederebbe nel fatto che i recettori delle due citochine trasducono il segnale 
utilizzando proteine analoghe, ed attivano gli stessi fattori di trascrizione. 
Dott.ssa Maria Elena Sini  Polimorfismi genetici dell’interleuchina 1 e dell’interleuchina 6 nella popolazione 
sarda con particolare riferimento alle fasce di età avanzata Proteomica, Metabolomica, 






Struttura secondaria dell’IL-1Ra (da PDB). 
INTERLEUCHINA-6 
E’ una proteina di peso molecolare che oscilla fra 22000 e 30000 D, a 
seconda del grado di fosforilazione e glicosilazione del singolo polipeptide 
Prodotta da macrofagi, cellule endoteliali, fibroblasti in risposta all’IL-1 ed in 
minor misura al TNF. Le cellule bersaglio sono da un lato i linfociti B, 
dall’alto lato gli epatociti: negli ultimi anni è stato dimostrato che l’IL-6 ha un 
ruolo importante, complementare a quello della IL-1, nell’infiammazione 
acuta. Essa determina, infatti, la sintesi da parte degli epatociti di una serie 
di proteine denominate “della fase acuta”: proteina C reattiva, fibrinogeno, 
etc. 
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Il lavoro svolto in questi anni si è focalizzato sullo studio del cluster 
dell’interleuchina 1 e alcuni polimorfismi dell’interleuchina 6. 
Lo studio dei geni presenti nel cluster dell’interleuchina 1, che esprime 3 
diverse proteine, due agonisti, l’interleuchina 1 alfa e l’interleuchina 1 beta 
ed un  antagonista, l’interleuchina 1 Ra è stato eseguito su: 
 un vntr (minisatellite) da 86 bp nell’introne 2 del gene per 
interleuchina 1 Ra. 
 la mutazione puntiforme, la –511 C/T nel promotore del gene per 
interleuchina 1 beta; 
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 la mutazione puntiforme, la –889 C/T nel promotore del gene per 
interleuchina 1 alfa. 
Lo studio dell’interleuchina 6 è stato fatto su 3 polimorfismi del suo 
promotore: 
  -174 G/C 
 - 572 G/C 
  -597 G/A. 
Al termine del lavoro è stata svolta un’indagine statistica al fine di valutare 









6. MATERIALI E METODI 
Sono stati esaminati 1038 campioni di DNA di residenti sardi di età 
compresa fra 60 anni, centenari e ultracentenari facenti parte del Progetto 
AKeA.  
Il DNA è stato estratto, in seguito a  prelievo di sangue, dai globuli bianchi 
con il metodo standard fenolo-cloroformio.  
6-1 INTERLEUCHINA 6 
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I tre polimorfismi del promotore dell’interleuchina-6 sono stati studiati 
mediante reazione a catena della DNA polimerasi (PCR) seguita dall’analisi 
dei frammenti di restrizione (RFLP). 
Sono stati studiati 3 polimorfismi del promotore del gene per l’interluchina 6, 
-174 G/C, -597 G/A e –574 G/C.  
Polimorfismo –174 G/C 
Il polimorfismo –174 G/C è stato analizzato amplificando un frammento di 
DNA genomico con la  seguente coppia di  primers: 
primer forword (F): 5’-TGACCTTCAGCTTTACTCTTTTGT-3’ 
primer reverse (R) : 5’-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-3’ 




n. di cicli T °C Tempo 
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Al termine dell’amplificazione veniva effettuata una corsa elettroforetica in 
gel d’agaroso all’1% al fine di rilevare il prodotto di PCR. 
Successivamente un’aliquota dell’amplificato veniva sottoposto a digestione 
enzimatica a 37°C overnight con l’enzima di restrizione Hsp92II. 
La determinazione del genotipo avveniva mediante corsa elettroforetica con 
tampone TBE in un gel di poliacrilamide all’8% colorato con bromuro di etidio 
e successivamente  esposto ai raggi UV ed i genotipi venivano attribuiti come 













________   196 bp 
 
________   196 bp 
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________   31 bp 
 
  
Polimorfismo –597 G/A e polimorfismo –572 G/C 
Per l’analisi di questi 2 polimorfismi si è messa a punto una metodica che 
prevede l’utilizzo si una sola coppia di primers che contiene entrambe i siti di 
restrizione polimorfici. 
La PCRè stata ottimizzata i seguenti primers: 
primer forword (F): 5’-GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC-3’ 
primer reverse  (R): 5’-GACGCTACCTCAGTCTCCTTTGTG-3’ 
e con le seguenti condizioni di reazione: 
 
 
n. di cicli T °C Tempo 
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La presenza dell’amplificato (163 bp) veniva valutata con una corsa 
elettroforetica in gel d’agaroso all’1%. 
Successivamente un’aliquota dell’amplificato veniva sottoposto a digestione 
enzimatica a 37°C per 1 ora  con l’enzima di restrizione Fok I. 
La visualizzazione dei risultati avveniva mediante corsa elettroforetica in un 
gel di poliacrilamide all’8% con tampone TBE e successiva colorazione con 
bromuro di etidio e seguente  esposizione ai raggi UV ed i genotipi attribuiti 
come mostrato nella seguente simulazione. 
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________   163 bp 
 
 














________   47 bp 
 
Un’aliquota dell’amplificato veniva sottoposto ad altra digestione enzimatica 
con Mbi I per 3 ore e mediante corsa elettroforetica in un gel di poliacrilamide 
all’8% con tampone TBE e successiva colorazione con bromuro di etidio ed  
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________   61 bp 
 
 
________   163 bp 
 
 




________   61 bp 
 
 






Il polimorfismo di questo gene è legato alla presenza di  alleli diversi che 
differiscono per la sequenza ripetuta (VNTR) di 86 bp presente nell’introne 2.  
Il metodo applicato prevede l’uso della seguente coppia di  primers:  
5’-CTCAGCAACACTCCTAT-3’ e 5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’. 
Il protocollo di PCR usato è il seguente: 
n. di cicli T °C Tempo 
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La visualizzazione del prodotto di PCR è stato fatto utilizzando per il gel 
elettroforetico un nuovo tipo di agaroso, definito commercialmente 
Metaphor®,  che ha permesso di sostituire il gel di poliacrilamide, riducendo 
notevolmente i tempi di lavoro e i rischi connessi con l’uso dell’acrilamide e 
bis-acrilamide pur mantenendo ottime risoluzioni. In particolare, al fine di 
limitare il costo economico del prodotto, si è ottimizzato il protocollo 
mescolando in opportune proporzioni l’agaroso tradizionale ed il  Metaphor ® 
A genotipi venivano assegnati seguendo la seguente nomenclatura: 
 allele 1:     410 bp ( 4 ripetizioni) 
 allele 2:     240 bp ( 2 ripetizioni) 
 allele 3:     500 bp ( 5 ripetizioni) 
 alelle 4 :    330 bp (3 ripetizioni) 
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          M = 100 bp ladder     
Interluchina 1 beta 
Il polimorfismo –511 C/T è stato analizzato amplificando un frammento di 
DNA genomico con il seguente protocollo: 
 
n. di cicli T °C Tempo 
      
 M       2/4        1/4      1/4        2/4      2/4    1/4       2/4     1/4      1/1      
 M       1/1      1/4      3/4      1/2      1/1    1/1        1/2       2/4      1/4       2/4 
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  1 min 
2 min 
  2 min 
 













Al termine dell’amplificazione veniva effettuata una corsa elettroforetica in 
gel d’agaroso all’1% al fine di rilevare il prodotto di PCR rappresentato da un 
frammento da 304 bp. 
Successivamente un’aliquota dell’amplificato veniva sottoposto a digestione 
enzimatica a 37°C overnight con l’enzima di restrizione Eco88I (AVAI). 
La determinazione del genotipo avveniva mediante corsa elettroforetica con 
gel misto agaroso/Metaphor® ed i genotipi venivano attribuiti come mostrato 
nella seguente simulazione. 
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________   114 bp 
 
 














________   114 bp 
 
 
Dott.ssa Maria Elena Sini  Polimorfismi genetici dell’interleuchina 1 e dell’interleuchina 6 nella popolazione 
sarda con particolare riferimento alle fasce di età avanzata Proteomica, Metabolomica, 





                         M = 100 bp ladder              
Interluchina 1 alfa 
Il polimorfismo –889 C/T è stato analizzato amplificando un frammento di 
DNA genomico con il seguente protocollo: 
 
n. di cicli T °C Tempo 












  1 min 
2 min 
  2 min 
 
Reattivo  Concentrazione 
finale 
Buffer Taq 1x 
CT       CT        M      CC        CC       CT        CC     CC     CC      CC     NA 
                 CT        CT      CC      M         CT       CC     CC       TT      CT     CC 
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Al termine dell’amplificazione veniva effettuata una corsa elettroforetica in 
gel d’agaroso all’1% al fine di rilevare il prodotto di PCR rappresentato da un 
frammento da 194 bp. 
Successivamente un’aliquota dell’amplificato veniva sottoposto a digestione 
enzimatica a 37°C overnight con l’enzima di restrizione NCOI. 
La determinazione del genotipo avveniva mediante corsa elettroforetica con 
gel misto agaroso/Metaphor® ed i genotipi venivano attribuiti come mostrato 




























  ________  178 bp 
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Sono stati testati 1038 campioni di DNA di cui 849 sono risultati test validi. 
La distribuzione dei genotipi e la frequenza degli alleli è stata valutata 
suddividendo gli individui nelle seguenti fasce di età: centenari, 
novantacinquenni, novantenni, ottantenni e sessantenni. 
Inoltre è stata fatta una comparazione fra i sessi. 
 
 





F 151 56.77 
M 115 43.23 
 





F 68 52.71 
M 61 47.29 
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F 91 50.55 
M 89 49.55 
 





F 89 52.98 
M 79 47.02 
 





F 68 64.15 














INTERLEUCHINA 1 BETA 
 
Le determinazioni per il polimorfismo -511 C/T dell’interleuchina 1 beta sono 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,589138 
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CENTENARI  MASCHI 
 
 










Chi quadro (gdl = 1) = 0,000957 
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Chi quadro (gdl = 1) = 3,887727 
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Chi quadro (gdl = 1) = 1,777778 
Dott.ssa Maria Elena Sini  Polimorfismi genetici dell’interleuchina 1 e dell’interleuchina 6 nella popolazione 
sarda con particolare riferimento alle fasce di età avanzata Proteomica, Metabolomica, 
















Chi quadro (gdl = 1) = 2,112878 
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Chi quadro (gdl = 1) = 2,566807 
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Chi quadro (gdl = 1) = 2,35905 
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Chi quadro (gdl = 1) = 1,81319 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,285257 
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Chi quadro (gdl = 1) = 2,067258 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,289807 
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Chi quadro (gdl = 1) = 3,218879 
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INTERLEUCHINA 1 alfa (-889 C/T) 
Le determinazioni per l’interleuchina 1 alfa sono state condotto su un totale 
di 127 campioni e la loro caratterizzazioni è attualmente ancora in corso.  
 
CENTENARI 










Chi quadro (gdl = 1) = 1,030213 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,013946 
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Chi quadro (gdl = 1) = 2,05585 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,833333 
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Chi quadro (gdl = 1) = 1,015802 
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Chi quadro (gdl = 1) = 2,112878 
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Chi quadro (gdl = 1) = 1,469388 
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Chi quadro (gdl = 1) = 1,015802 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,221172 
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I test sugli ottantenni e i sessantenni sono tuttora in corso 
INTERLEUCHINA 1 RA  
Le determinazioni del vntr dell’interleuchina 1 RA sono state svolte su un 
totale di 849 campioni validi. 
 
DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI NEI CENTENARI 
 
 
DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI NEI NOVANTACINQUENNI 
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DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI NEI NOVANTENNI  
 
 
DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI NEGLI OTTANTENNI 
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DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI NEI SESSANTENNI 
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INTERLEUCHINA-6 (-174 G → C)  
I test sono stati eseguiti su una popolazione di 108 centenari e 125 
sessantenni.  
I test sulle altre classi di età sono tuttora in corso. 
 
CENTENARI 
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Chi quadro (gdl = 1) = 0,838665 
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INTERLEUCHINA-6 (-597 G → A)  
 
I test sono stati eseguiti su una popolazione di 108 centenari e 125 
sessantenni.  
I test sulle altre classi di età sono tuttora in corso. 
CENTENARI 










Chi quadro (gdl = 1) = 0,010885 
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INTERLEUKINA-6 (-572 G → C) 
 
I test sono stati eseguiti su una popolazione di 108 centenari e 125 
sessantenni.  
I test sulle altre classi di età sono tuttora in corso. 
 
CENTENARI 
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8. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
L’invecchiamento è un processo fisiologico naturale che modifica le abilità 
fisiche e cognitive di ogni individuo. 
Negli ultimi anni si è assistito a un sempre maggior interesse, anche a livello 
scientifico, verso i cambiamenti che avvengono nella terza e nella quarta età  
che non devono essere considerati come esclusivamente negativi. 
L’interleuchina 6 svolge un ruolo molto importante nell’ematopoiesi: è ormai 
evidente che la differenziazione delle cellule staminali all’interno del 
microambiente del midollo osseo si verifica grazie all’azione delle citochine 
prodotte dalle cellule dello stroma. 
L’interleuchina-6 agisce in questo senso; inoltre una delle sue attività 
maggiori è  la sinergia con IL-1 e TNF-
l’induzione della risposta nella fase acuta  nelle cellule epatiche e nel centro 
ipotalamico della febbre; aumento di proliferazione, differenziazione e 
produzione di immunoglobuline delle cellule B. E’ una delle citochine più 
importanti nella formazione della placca aterosclerotica legata all’età. 
In particolare, intervenendo nel processo aterosclerotico inducendo la 
proliferazione delle cellule vascolari muscolari lisce e il reclutamento dei 
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linfociti l’IL-6 provoca degli effetti che possono portare ad un aumento o ad 
instabilità della placca. 
Il gene oggetto di studio è localizzato nel cromosoma 7 (7q21).  
L’analisi è stata fatta al momento in sole due fasce di età: sessantenni e 
centenari. 
La distribuzione dei genotipi dei polimorfismi –174 G/C e –597 G/A seguono 
la  distribuzione attesa con l’equilibrio di Hardy-Weinberg e non sono state 
osservate differenze significative fra i centenari ed i sessantenni. 
Si può notare come la distribuzione dei due genotipi risulti la stessa. Ciò si 
deve alla presenza di un completo linkage disequilibrium fra l’allele C della –
174 e l’allele A della –597. 
Anche il terzo polimorfismo –572 G/C non ha mostrato differenze 
significative nei centenari e nei sessantenni. 
Studi condotti in precedenza avevano riportato un coinvolgimento dei 
polimorfismi dell’interleuchina-6 nell’invecchiamento. Infatti questa citochina 
proinfiammatoria può accelerare la progressione della malattia 
aterosclerotica e di conseguenza creare problemi a livello cardiaco. 
Alcuni studi hanno dimostrato che i portatori dell’allele G al nucleotide –174 
sviluppano alterazioni lipidiche, insulinoresistenza ed aumento dello 
spessore medio-intimale a livello dei vasi carotidei. 
Tuttavia, i risultati ottenuti sono preliminari e sembrano indicare che i due 
polimorfismi –174 e –597 e  –572  non sono associati con i processi di 
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invecchiamento nella popolazione sarda, poiché entrambe gli alleli sono 
equamente rappresentati sia nei centenari che nei sessantenni. 
Il cluster del gene per l’interleuchina-1 è localizzato nel braccio lungo del 
cromosoma 2 (2q1) e contiene i geni per l’interleuchina-1 -
interluchina-1 Ra all’interno di una regione di 430 kb (46-47-48).  
 
 
In a) localizzazione dei geni del cluster dell’interluchina-1 nel cromosoma 2; 
in b) la  composizione in esoni ed introni. 
Gli agonisti, l’interleuchina-1  e interluchina-1  sono noti per avere una 
identica azione legandosi ad un singolo recettore di superficie cellulare (IL-
1RI) che produce un segnale di trasduzione.  Il terzo membra della famiglia, 
l’interleuchina-1Ra è un competitore antagonista altamente selettivo che si 
lega al recettore IL-1RI, ma il suo legame non produce effetti. 
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Sono stati identificati diversi marker biallelici e multipli  nelle regioni 
circostanti il gene per l’interleuchina-1 e parecchi studi hanno dimostrato che 
questi polimorfismi giocano un ruolo fisiopatologico nell’influenzare la 
suscettibilità e la gravità di svariati disordini, includendo anche quelli 
correlati con l’età. 
I test per interleuchina 1 beta sono stati eseguiti suddividendo i campioni 
per fasce di età: sessantenni, ottantenni, novantenni, novantacinquenni e 
centenari, al fine di verificare una eventuale distribuzione dei genotipi e degli 
alleli. 
Inoltre per ogni classe di età è stata effettuata una analisi fra i sessi. 
I risultati ottenuti non hanno mostrato un dato significativo se non per la 
distribuzione dei genotipi fra le donne novantenni, che non seguono 
l’equilibrio di Hardy-Weinberg. Tale dato è ancora oggi oggetto di studi 
approfonditi per la sua conferma attraverso l’analisi di un campione più 
ampio.   
I risultati ottenuti per il vntr di interleuchina 1 RA hanno mostrato  ed hanno 
evidenziato la presenza di un quarto allele di cui, per ora si è in fase 
preliminare di caratterizzazione attraverso il suo sequenziamento. Infatti 
prima di poter procedere ad un’analisi statistica adeguata è bene definire la 
presenza di questo quarto allele. 
I test eseguiti sul polimorfismo -899 C/T dell’interleuchina 1 alfa sono in 
numero esiguo e quindi possono essere considerati come preliminari. Al 
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momento non sono state evidenziate differenze significative dal punto di 
vista statistico nella popolazione esaminata. 
Complessivamente i dati ottenuti vanno letti come uno studio iniziale e sono 
tuttora in fase completamento e di elaborazione statistica per confermare o 
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